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写が、 ( 1 )予定胞子細胞において正の調節を行なう領域、 ( 2 )増殖期の細胞お
よび分化した予定柄細胞において負の調節を行う領域、 ( 3 )地刑期・発生過程を



























を這うように移動する(図 1A -f ;:移動体)。そして適当な環境まで移動した後、
一連の形態形成過程を経て最終的に細胞壁を持ち液胞化した柄細胞と胞子からなる

















解析が進められている (Barklisand Lodish， 1983; Mehdyet乱， 1983; Ceccarelli et a1.， 










































図 1. 細胞性粘菌の発生と細胞分化。 (A)細胞性粘菌の生活環。(a )増殖期;(b)集合初期;
( c )集合後期 (Slr回m形成期) ; (d)集合体 (mound} ; (e)乳顕状突起形成期; (f)移動
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NC・4株の胞子をKlebsiellaaerogenωと共にSM寒天培地 1%glucose， 1% B記 toPeptone 
(Difco製)， 4mM MgS04， 16mM K町内4' 7mM N~即04 ' 12I~0， 0.1 % yeast 
ex tract (Difi∞製) ， 2% agarl 上で静置府益するか、あるいはKK2緩衝液 (20mM
KH2P04IK2HP04， pH 6.4)中で22tで振とう培養することで土台殖期の細胞を得た
f、 (Sussman， 1966)。一方、 AX-2株の細胞はHL-5培地中で無的的に22tで振とう培









細胞核の単離は以前に記述されている)J法を改変して行なった (Jacobson et al.， 
1974 ; Obara and Suzuki， 1988)。寒天培地あるいはニトロセルロースフィルター
(M出ipore製)上で特定の発生過程まで発生させた細胞は集菌後、 20mMEDTAを合
むK~緩衝液で洗浄し、 A緩衝液 150mM HEPES， 2.5% Ficoll， 0.5M sorbitol， 
O.∞8% spermidine， 1mM DTT， 0.5% Triton X・100，pH 7.51 に懸濁して氷中に5分間
9 
了¥
置いた後、 Douncehomogenizer (tight白出ng)で1--2ス トロークのホモジェナイズする
ことにより細胞膜を破砕した。細胞の残津および壊れていない細胞は4"Cで5分間遠
心沈降 (5∞Xg) する事により沈澱として除いた後、 上清を4"Cで5分間遠心沈降
(30∞Xg)することで白色の核沈澱画分を得た。得られた核画分を核保存緩衝液
110mM Tris-HCl， 2.5% Ficoll， 0.5M sorbitol， O.∞8% spermidine， lmM D廿， 5mM





2印nMMgC12，5∞mM NaCl， 2mMDTT， 0.32mM ATP， 0.32mM GTP， 0.32mM CfP， 
O.17mMα_[32p] UTP (30∞Ci/mmol， Amersh銅製)， pH 8.01を加えた後、23"Cで
30分間転写反応を行なった(Jacobsonet al.， 1974) 0 SDS溶液を最終0.1%になるよ
うに加えて反応を停止させ、これをフェノール/クロロフォルム処理で即ぜAを抽出
し、転写産物を1∞mM N匂P2~存在下で 10% トリクロロ酢酸により不溶化した後、
これをニトロセルロースフィルター上に吸着させて取り込まれなかった標識された
UTPを取り除いた。転写産物はフィルターを司S緩衝液 (30mM Tris-HCl， lmM 









Jレターに移した (Groudineet al， 1981; Treisman and Maniatis， 1985)。これらのフィ
ルターを80"Cで2時間保温してDNAをフィルター上に定着させ、プレハイプリダイ
ズ溶液 15x SSC (0.75M NaCl， 75mM sodium citra低)， 5伽制リン酸緩衝液， 5Xデン
ハルト溶液 (0.1% bovine serum albumin， 0.1 % Ficoll， 0.1 % polyvinyl-pyrrolidone) ， 
50% formamide， 1∞μg/ml熱変性サケ精子DNA，pH 5.951 中で42"Cで2時間以ヒ保
温し、その後上記の放射標識された転写産物とハイプリダイズ溶液 (5X SSC， 
5伽 Mリン酸緩衝液， 5 Xデンハルト溶液， 50% formamide， 10% dextran sulfate， pH 
5.95) 中で42"Cで15時間以上ハイプリ ダイズさせた。その後、フィルターを
O.I%SDSを含む2XSSC溶液で室温で 5分間洗い、さらに0.1% SDSを含んだ0.1X 
SSC溶液中でお℃で10分間の洗浄を 2回繰り返し、乾燥後オートラジオグラフィー







ローンした (p臼 513)。一方、 E∞RI-AluI断片(同・158-+149)のAluI部位側に
BamHIリンカー (5'-CTTGGGATCC-3' )をつないだ後、ベクタープラスミド
pBluescriptII KSーのEcoRI- BamHI部位にサプクローンした (pDp87Di)。プラスミド
p臼 513より回収したDp87遺伝子の・666--158を含むHindIII-&刀RI断片をプラスミド
p均87DiのHindIII-丘刀RI部位につなぎ、プラスミドpDp87iを得た (関 3)。 防87泣伝
子の 5'上流域の改変はこのプラス ミドを基にして行なった。 ~19 Bの遺伝子4の
シリーズで 5' 上流域に挿入したDNA断片はそれぞれ以下の通りである;5'・
ATCGAA廿AGCTTGAT-3' (キメラ遺伝子4-1) . ATCGAA廿(キメラ遺伝子4・2)
1 1 
fヘ
ATCGAA廿 GGTC(キメラ遺伝子4・3) . ATCGAA廿 CCfGCAGCCC(キメラ遺伝子
4-4・4-5)。図10のキメラ遺伝子5のシリーズにおいて、増殖期および予定柄細胞に
おける転写活性を上げるために粘菌アクチン 6遺伝子の 5'上流域のTATA boxと
oligo (dT) stretchを含まないEcoRI-I.XたI断片(・553..・75)をDp87逃伝子の 5'上流域


































た (Howard et al.， 1988) 0 HL・5培地中で1~3X 106細胞/mlまで振とう培養した
AX-2株粘菌細胞を遠心沈降により集菌 し、 6X107細胞/mlになるように E緩衝液





100mM CaC12 • 100mM MgCl2溶液を 2μ伽えて室温で15分間1将位した。これに且 ・5
培地1白nlを加えて22tで12~24時間静置府養した。その後、 20μ g/ml G418を合む
HL-5培地に交換し、さらに 2~3 日毎に府地を交換しながら220Cで静ill培養して楽





細胞函分を分離した (Ratnerand Borth， 1983; Oz紘iet a1.， 1988)。それぞれの細胞
圏分の純度は、 FITCを結合した抗D.discoideum胞子モノクローナル抗体 (mab346，
mab82)で細胞を染色することによって検定した (Tぉakaeta1.， 1988)。予定胞子細



















を含むZ緩衝液 (60mMNa2HP04. 40mM NaH2P04， lOmM KCl， 2mM MgC12， 1mM 
MgS04)に30分一 4時間浸して固定した。これをZ緩衝液で2回洗浄した後、染色
液 10.1%X-gal， 5mM K3Fe(CN)6' 5mM K4Fe(CN)6を含むZ緩衝液|中に37'Cで2時
間--1日静置し、染色した (Dingermannet al.， 1989)。
R NAの分離とノーザン法による解析
増殖期および移動体期の細胞より、 4M グアニジンチオシアネートの代わりに8
M グアニジン塩酸塩を用いたAGPC法 (acidguanidium thiocyanate-phenol-chloroform) 
によって細胞の全RNAを分離した (Chomczynslaand Sacchi， 1987)。得られたRNA
をホ jレムアルデヒド処理により変性させた後、ホルムアルデヒドを含む 1%アガロ








5 X 1 09 ~ 1 X 101 0の増殖期あるいは移動体期の細胞を集め20mMEDTAを含むK~緩
衝液および0.2%NaClで洗浄した後、 NI緩衝液 (50mMTris-HCl， 5mM Mg-Aα凶te，
10% sucrose， 2% NP-40， 0.5mM PMSF， pH 7.5) に懸濁した。氷 i二に 5分間放慨し
た後、 5 分間遠心沈降 (5∞ Xg) する .!J~ により細胞の残樺および壊れていない細胞
を沈澱として除ふさらに上清を 5分間遠心沈降 (3(別 Xg) してI色の核沈澱画分
を得た。これを少祉のNI緩衝液に懸濁し、さらに等立の緩衝液1I(10mM Hepes， 
0.6M NaCl， 5mM MgC12， O.lmM EDTA， 0.5M sucrose， 0.5% NP-40， lmM DTT， 
5mM spermidine， 0.5mM PMSF， pH 7.9) を加え、ねやかに混合しながら氷上に60分
間放置した。これを微引高速遠心機で5分間遠心沈降 (15000叩m) した上清を緩衝
液II(lOmM Hepes， 50mM NaCl， lmM MgC12， 0.5mM EDTA， 1 mM Dπ， 0.5mM 





(dA/dT) DNA 5μgおよび競合体DNAを含む甘沼緩衝液 (20mMTris-HCl， 1∞mM 
NaCl， lmM EDTA， pH 7.5) 5μlに粘菌細胞核抽出液5μlを加えて混合した後、室
温で30分放置することにより行なった。これを 1XTBE (5印nM Tris-Bora低， lmM 
印 'TA，pH 8.3)で調製した5%ポリアクリ Jレアミドゲルを 4'C、 150Vで30分以上予




緩衝液11で平衡化したHeparin-SepharoseCL-6B (Pharmacia製)3 mlを直径l伽 mの
カラム (Pharmacia製CI0/10カラム)に充興したo 1011細胞の移動体より調整した粗










B2-CA AA TTCACACCCTAGACTTG 
GTGTGGGATCTGAACTTAA 
を合成し、それぞれをT4DNA ligase反応で述結した後、これを担体ゲルとのカップ
リング反応させた。活性イヒCNBr基を持つSepharose 4B (Pharmacia製)2 gを1mM 
HClで膨潤させた後、 1伽1Mリン酸カリウム緩衝液 (pH 8.0)に懸濁した。これに直
列化したBI-CA. B2-CA DNAをそれぞれ1.5mg力日え、室温でねやかな撹作の下でカッ
プリング反応を行なった。反応後、 1∞mMTris-HCl， 5∞mM NaCl， 1mM EDTA， pH 
8.0中で撹排して洗浄することで未反応のCNBr基をプロ ックし、これをDNAアフイ





緩衝液11で平衡化した。緩衝液IIINで透析したHeparin-Sepharose0.4 M KC11tr/lJ， IWi分
を0.3凶J分の流速で添加後、緩衝液IINでカラムを洗浄した。カラムに結合したタン














細胞に特異的な一群の遺伝子はそのmRNAの存在械式から、 ( 1) mRNAが増殖期よ
り発生過程を通じて年在し、移動体においては予定胞子細胞に特児的に存在するも










































• 1. •• 届1• Op34 ecmA 1. 










Accumulation Oevelopmental Stages 
Pattern 
Genes Veg. Agg. Tlp Slug Culm. 
Actin ++ ++ ++ ++ ++ 
OdEF2 cont/psp + + + + + 
Op28 cont/psp + + + + + 
Op34 cont/psp + + + + + 
Op87 dev/psp - - + + + 
cotA dev/psp - - + + + 
Ot100 dev/pst - - + +/ー
Dt114 dev/pst - - + + + 
ecmB dev/pst -- + + +++ 
ecmA dev/pst - - + +++ +++ 
































Actin Ot100 1. 












Genes Pattern Ratio 
OdEF2 cont/psp 6.77 
Op28 cont/psp 4.50 
Op34 cont/psp 2.54 
Op87 dev/psp undetected in prestalk 
cotA dev/psp undetected in prestalk 
Ot100 dev/pst 1.72 
Ot114 dev/pst 4.79 
ecmB dev/pst 21.5 
ecmA dev/pst 20.1 

































































Veg Slug psp pst 
.1378 ATG 
LJl CAT -++ - + 。1
.734 ATG 
CAT -++ ND ーーーー~
+1 
-447 ~ 
CAT -+ - + --+1 
.356 E30 CAT - ND 
+1 
.187 ATG 
CAT -」一歩 - ND +1 
図 6. 以前の研究におけるDp87遺伝子の転写g凋節領域の解析結果のまとめ。Dp87遺伝子の5'上流
域を 5'側から順次削除し、 CAT遺伝子のアミノ酸コード領域につないだキメラ遺伝子を粘菌細胞に
導入して、得られた形質形質転換体の増殖期 (Vcg) ・移動体期 (Slug)におけるCAl活性を調べた。
また、移動体より分離した予定柄細胞 (pst)予定胞子細胞 (psp)でのCAT活性を測定し、細胞型特




















o 0 巴 Hf A ' A B c D E F G 
A Cà，阜♀~ATTC ATATGCAAAA AAACAAAAAGλCAGTGTTTA AGTGGTAAAT 
AluI 
AAATAGAAAA AACAAATGTA AAATCTCTTT TATTTTATTT TTATTTTATT 
TCATTTTTTT TTATTTTTTT TTTTAATTGT TAATTCTGλT GTGGTAλAAT 
H 句leief暗証~;;屯TG AATTATAATT TGAATAGTAA TAλTGGGATA TGAAAAλAAA 
HphI 
:句明付与?釦 :.:.・・・...:.;:刊N
AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AATGGCAATA TGAAみTAC九A__ACAλ'l'.'l'.CA.C_C
HphI 
ACT 'l'CA'r~ーー弐・4・4・~AATA ACACA'1'A~“-~電.c:ee・~GAC'r 1'T'1TACAA'lT 
子:
及.ccみ~TTATA '1TTゑTTCAAA TATTGTATAT GAAAAAAAλA AAATAAAAAA 
SspI 
AAAAAATAAA ATAATAAAAA TAATAAAAAA AAAAAAATAC AATGTTGCAT 
CGCAATAGAT TATC肌則一湖町榊ユm ー凶TATAATA TTAACACT~ 
Ssp工
園盟TTTT CACACAACAA GTAA目 ATTT TTACCACTAC AATTTTCAGC 
CATACCTATA T皇主主主TCATA TGATTAATTT ACAATTATAC ATTGCTCAAT 
EcoRI 
GTTATTATTA TTATTATTAT TATT主主主丞AATTTATTTTTT TATTTTTTTT 
DraI 
• • • 
{一70) TTTTTITTAA ATTATTTATG AλλAAAAAAA AAAAλAAAAA AAλλAATTAA 
Dra工
(-20) TAATTAAATA AATAAAAATA 丞"_AAATA，AT ATTTTTTATA ATTATλAAAG 
+ 1 SspI 
(+31) GGTATTAλAT TTCAAATTCT TTTTCATTCA TTCAATTTTG TAATTATAAA 
(+81) λAAAGGAAT♀ λAATAATTAT ATATATATAT AAAλATATAA AAAAAATAAA 
HinfI 









されたシス領域を示す(-447-・356)0 A， A11i; D， Dra; E， EcoRI; Hf，品inf1; Hp， HphJ.; S， 




































さらに 5'側よか350 まで削除した場合、形質転換体1・3 は移動体J~Jにおいては形
質転換体1・2のs-g必活性よりもさらに減少するもののs-gal遺伝子のみを導入した形
質転換体1・7よりも有意に高い活性を示した(図8A，移動体期における形質転換体









ターンの部域的な変化は見られなかった (Haberstrohet al.， 1990;図8C-a.b.
c )。
これに対して、 5 '側より -232・157あるいは-62まで削除した場合、形質転換体
はもはや移動体期における予定胞子細胞特異的な転写誘導を示さなかった(図8A， 
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図 9 (続き )• (C)移動体におけるx-似染色パターン。 (a)形質転換体1・1; (b)形質転換体3・1， 








た (Nellenet al.， 1986)。ここで用いた粘菌アクチン6遺伝子の発生過程での発現
は増殖期からみとめられ、発生開始直後には発現量がピ ークに達し、その後減少す
る。そして、この遺伝子のmRNAは予定柄細胞に偏って存イEすることが知られてい
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Gal遺伝子をつないだキメラ遺伝子 (A156. Bam s -Gal ;図3B)の上流に、 防87遺
伝子の・666~-63 (領域A~F) およびその一部を挿入して粘菌細胞に導入した。そ
して、各形質転換体について増殖期並びに移動体期における s-Gal活性を調べたD
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図12. 領域Bに特異的に結合する核内因子。 (A)発生過程における DNA.J核内因子複合体の形成。




10ng (レー ン2) ・100ng(レー ン3) . 5∞ng (レー ン4) ・1c削ng(レー ン5)のトリプシン処理、あ
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BをBl. B2・ B3の3つの部域に分け、それぞれに対応するZ本鎖DNAを合成した。 (8)競合体DNAの
DNA萩内因子複合体形成に対する影響。32pで放射標識した領域BのDNA断片をプロープに、移動体
期の細胞より調整した粗核抽出液を用いてそJレ比にして5-1∞倍量のBI-B3競合体DNA存在下でゲ
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Fraction Number 
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competitor 81 G 
x10 x1∞x200 - x100 x200 
-・ー
F 
函14 (続き) • (C) O.4MKCI溶出画分におけるDNA-核内因子複合体の塩基配列特異性。 32pで放射
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C Hp 6869 
図15 (続き). (C)各精製段階の溶出画分におけるタンパク質組成。粗核抽出液 (C) . H叩rin-
Sepharose O.4M KCl溶出画分 (Hp) . DNAアフィニティーカラム0.5MKCI溶出面分(Affinity，画分68・





























































の領域からなることが示された。第 1 の領域は転写開始点より上流・664~・ 158に存在
し、予定胞子細胞で特異的に働く正の調節領域(領域A~D) である。これはさらに
領域A(・666~・433) . B (-432~ ・350) ・C (-349~ ・232) およびD (・231~・ 158)
の 4 つの機能単位に分けられ、予備実験において同定されたシス領域 (-447~・350)
はほぼ領域Bに重なる。第2に増殖期細胞および予定柄細胞において負の調節を行
う領域(領域E; -158~・94) が存在し、第 3 として発生段階に関わらず正の調節を




































る。また、 SP70をコードする遺伝子coLBにおいても 3'側 (-346--・108) と、 5'側
(・1461-・551)の調節領域が、独立に働いていることが示されている (Fosnaugh



































B ; Haberstroh etal.， 1991)。∞に逃伝f-のそれぞれのCAE配列には結合特異性の}も


































写調節に関与する例として、 UDPGPl遺伝子の 5' 上流域に存在する増殖期におけ
る転写調節領域が知られている (Pavlovic et a1.， 1989)。
領域GはTATA-boxと予想される配列及び転写開始点を含む領域である(図7)。
この領域の塩基配列は非常にA塩基に富み、粘菌の遺伝子の転写開始点付近に一般
的に見られるT-stretchが見られない (Kimmeland Firtel.， 1983)。この転写開始点近
傍のA塩基に富む配列は、∞凶、 ωC、PsAなどの予定胞子細胞特異的な遺伝子には
見られず、むしろ発生初期に発現する遺伝子ALFに認められる(図17; May et al.， 
1989 ; Fosnaugh et al.， 1991; Tasaka et al.， 1992)。このことは、Dp87遺伝子が他の
予定胞子細胞特異的な遺伝子より発生の初期に発現することと関係するのかもしれ
ない。
領域 G の代わりにアクチン 15遺伝子のプロモーター領域を領域A~F につないだ
ときに領域Eによる増殖期における負の調節が見られなかった(図llA，形質転換
体6・ 1) 。また、領域A~D およびF をつなぐことで移動体期において予定胞子細胞
に特異的な転写を引き起こすことが出来たが、形質転換体3-7で見られた様な移動体
期での転写活性の上昇が見られなかった(図9A，図llA.C)。これらの結果は、
















いる (Bustoset a1.， 1991; Hauffe et al.， 1993; Jackson et al.， 1992; Kamachi and 





























































































































-42 T ATAAATAGGTCAATTTTTATTTATATTAAATTAATGTTATTATT 
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